Metodologias de análise da atividade de duas enzimas com potencial uso em biossensores by JONSSON, C. M. et al.
Jr! Workshop de Rede de Nallotecl!ologia Aplicada ao Agronegócio 
METODOLOGIAS DE ANÁLISE DA ATIVIDADE DE DUAS 
ENZIMAS COM POTENCIAL USO EM BIOSSENSORES 
Claudio M. Jonsson*, Vera L.S. de Castro, Christina M. Tessari, Gustavo Granero 
Embrapa Meio Ambiente. Jaguariúna, SP 
*jonsson@cnpma.embrapa.br 
Projeto Componente: PC2 Plano de Ação: 01.05.1.01.02.02 
Resumo 
As enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) fazem parte dos sistemas 
antioxidantes nos seres vivos. A alteração da atividade da CAT e SOD extraídas de 
organismos expostos a poluentes químicos tem sido estudada na avaliação 
ecotoxicológica. São apresentados os resultados preliminares referentes à implementação 
de metodologias para avaliar as atividades de SOD e CAT frente à possível ação de 
diversos poluentes de origem agrícola. As metodologias empregadas demonstraram ser 
satisfatórias para estudos do potencial das enzimas no desenvolvimento de biossensores. 
Entretanto, alguns ajustes metodológicos poderão ser realizados com relação a uma 
melhor adaptação às condições laboratoriais. 
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hatrodução 
.-\5 enzimas catalase (CAT) e superóxido 
.nsmutase (SOD) fazem palte dos sistemas 
:mtioxidantes nos seres vivos pela sua capacidade 
.i! neutralizar a ação de espécies reativas de 
oOugênio como a do anion superóxido e do 
peróxido de hidrogênio. Estas moléculas 
Wrnente reativas fazem parte de subprodutos do 
lirUbolismo normal e desempenham papel 
irnp<mante nos processos de sinalização celular. 
&trretanto, em situações de estresse celular, as 
~.:ies reativas de oxigênio podem aumentar 
~itlcativamente levando a danos celulares 
",-mo alteração do DNA, peroxidação de lipídeos 
" 0xidação de aminoácidos nas proteínas 1. 
P;:orumto. a alteração da atividade da CAT e SOD 
,,=idas de organismos expostos a poluentes 
.:;mmicos de diversas origens tem sido alvo de 
estudo na análise de risco e monitoramento de 
áreas degradadas 2 
Nesse sentido, Farines e colaboradores 3 testaram 
"in vitro" a capacidade de estrógenos fenólicos 
naturais e sintéticos em modular a SOD bovina; 
constatando que para alguns compostos a inibição 
da atividade era superior ou equivalente a -90% 
na concentração de lOOIlM dos compostos. A 
mesma enzima, mas originária de eritrócitos, é 
inibida "in, vitro" pela hidrazida maleica na 
concentração de 
- 40 IlM 4 
Alguns compostos tipicamente inibidores da 
CAT, entre estes, metais pesados Como os sais de 
cianeto, tem a capacidade de inibir a enzima de 
origem microbiana em níveis menores de 10 11M. 
Para alguns desses compostos, como por exemplo, 
a azida sódica; têm sido propostos biossensores a 
base de CAT 5 
Do mesmo modo biossensores a base de SOD tem 
sido propostos onde a atividade enzimática é 
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modulada pela presença de radicais superóxido 6. 
Apesar de um significativo volume de dados da 
literatura a respeito de alteração das atividades de 
SOD e CATem organismos expostos aO estresse 
de agroquímicos e outros poluentes de origem 
agrícola (estudos "in vivo"), existe uma carência 
de resultados de testes "in vitro". Entretanto, tanto 
para os estudos "in vivo" como "in vitro", os 
dados ainda são escassos frente ao grande número 
de princípios ativos existentes. 
Os resultados destes estudos "in vitro", nos quais 
se mede a modulação da atividade enzimática pela 
adição do xenobiótico em um sistema de reação 
contendo a enzima e seu substrato, 
proporcionariam bases para o desenvolvimento de 
biossensores cujo funcionamento se fundamente 
na alteração da atividade de SOD e CAT. 
No presente trabalho são apresentados os 
resultados preliminares realizados no Laboratório 
de Ecotoxicologia e Biossegurança no que se 
refere à implementação de metodologias para 
avaliar as atividades de SOD e CAT, enzimas que 
serão testadas frente à possível ação de diversos 
poluentes de origem agrícola. 
Materiais e métodos 
A atividade da SOD foi avaliada de acordo com a 
metodologia proposta por Ukeda e colaboradores 
" em meio contendo 50 mM de tampão fosfato pH 
8,0 juntamente com solução 3mM de xantina; 
solução 3mM de EDTA, solução 0,75mM de X'IT 
e SOD (de leite bovino) em diferentes 
concentrações. A reação foi iniciada pela adição 
de xantina oxidase. A absorvâncía da cor púrpura 
desenvolvida foi medida em um 
espectrofotômetro Beckman DU-8B no 
comprimento de onda de 470 nm. A velocidade da 
reação em termos de mudança de absorvãncia em 
função do tempo (<'>Abs Imin) foi calculada por 
regressão linear simples. 
A atividade da CAT foi medida segundo a 
metodologia descrita por Aebi " utilizando-se 
solução de peróxido de hidrogênio como substrato 
em solução de tampão fosfato 50 mM pH 7,0. A 
reação foi iniciada pela adição da CAT de fígado 
bovino sendo que a absorvância foi monitorada 
em vários intervalos no comprimento de onda de 
240 nm, utilizando-se um espectrofotômetro 
Shimadzu UV 1605 Pc. A adição do inibidor de 
CAT, a azida sádica, nas suas concentrações 
finais de 100, 10 e I mM foi avaliada. A 
velocidade da reação foi calculada coma descrito 
anteriormente. 
Resultados e discussão 
A metodologia de análise de SOD se fundamente 
em que a enzima xantina oxidase, tendo cOmo se:. 
substrato a xantin:j e na presença de O2, formar::·. 
um sistema gerador de anions superóxido (O,' 
Estas espécies reativas de oxigênio, na presenç.:; 
de um cromóforo como o XTT (sal de tetrazólio 
reduzem este composto para formar um derivad,: 
de formazano que absorve luz no comprimento de 
onda de 470 nm. Entretanto esta redução é inibide 
na presença de SOD pelo fato de requerer O,' 
para formar peróxido de hidrogênio na presenç2 
de cátions H+. 
Na Tabela I estão apresentados os resultados d, 
um teste onde se avaliou a viabilidade cL 
metodologia a ser adotada na análise da atividade 
de SOD nos futuros estudos a serem realizado' 
com diferentes substâncias poluentes de origer:. 
agrícola. 
Analogamente, na Figura 1 estão apresentados c, 
resultados de um teste de avaliação de uso cL 
metodologia proposta para os futuros ensaios cor:. 
CATem presença dos xenobióticos. 
Tabela J: Velocidade de redução de XTT L 
ausência e na presença de díferente~ 
concentrações de SOD. 
Concentração de 
SOD (U/mL) 
0,00 
0,45 
0,90 
2,26 
Velocidade da reação 
<<'>Abs470....Imin) 
0,0075 
0,0029 
0,0016 
0,0015 
Os resultados da Tabela demostraram_ 
diminuição da redução do XTT em função c.:. 
concentração de SOD, sugerindo-se que exis:.:.. 
uma concentração em que esse fenômeno 5:-
mantenha estável, /mesmo aumentando-se 
concentração desta enzima. O aumento '-_ 
absorvância nos 20 min iniciais da reação 
ausência de SOD foi equivalente 
aproximadamente 0,12; estando de acordo com:' 
resultados de Ukeda e colaboradores'. 
Os resultados da Figura I mostraram a diminuiç~: 
da absorvância do peróxido de hidrogênio e~ 
aproximadamente 60%, para o tempo de reação é, 
130 segundos, evidenciando assim o consumo c ~ 
substrato pela CAT. A absorvância inicial :._ 
reação foi de aproximadamente 0,2, ou seja dent:. 
da faixa de análise. Entretanto, a ação de;:_ 
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~nzima foi inibida na presença da azida sódica nas 
:r~5 concentrações testadas. 
o 20 40 60 80 100 120 140 
len-po (seg) 
Figura 1: Absorvância (240 nm) do peróxido de 
llidrogênio em função do tempo de reação com 
C~T. na ausência (+) e na presença de azida 
<Ódica nas concentrações de 100 (.) ; 10 ("') e I 
• J.' mM. Os valores são relativos a absorvância 
ilicial, que foi tomada como 100%. 
Conclusões 
C<lIIl base nos dados obtidos até o momento, as 
-"odologias aqui propostas para a avaliação da 
ahidade de SOD e CA T demonstraram ser 
Sllisfatórias para o uso em estudos com agentes 
""oentes de origem agrícola. Entretanto, alguns 
~"s poderão ser realizados com relação a uma 
-umr adaptação às nossas condições 
IIixlratoriais. 
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